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Description 

£0001 J La t i ntnrt a pour objet tine composition azotee resultant de I bydrofyse du gluten de ble par de 

I'eau de trempe issue de I'amidonnerie de ma'fs. 
5 [0002] La present© invention concerns egalement un precede de fabrication d'une telle composition azotes, ainsi 
que son application comme rniiieude culture dans iesindustriesde fermentation etcomme aliment ou additif aiimentaire 
dans des on ; m d st a a humains ou aux animaux. 

£0003] Le gluten de ble d'une part, et !e corn steep d'autre part sont connus pour etre une source d'azote dans ies 
industries de fermentation. 

10 [0004] Cependant, le gluten de ble est une source d'acides amines mal equilibria C'est pourquoi son utilisation 
dans fes industries de fermentation etcomme aliment ou additif aiimentaire necesstte de le supplements r en acides 
amines par addition de substances contenant. les addesamines indispensables permettantde reequilibrer sa compo- 
sition. Cetapport d'acides amines peut se faire sous la forme de corn steep, de proteines de coton, d'extraits de fevure, 
ou d'acides amines fibres. 

'JS [0005] Quoi qu'i! en soit, le gluten de bie sous forme non hydrolysee. ennchte ou non en acides, amines, est une 
source d'azote difficilement utilisabie, voire inutiiisabte, dans ies industries de fermentation de par ses propnetes vis- 
coeiastiques. Sa soiubiiisation s'avere done indispensable si on souhaite ie mettre en oeuvre dans des precedes de 
biotechnologie ou en tant qu'aliment ou additif aiimentaire. 

[0006] Cette soiubiiisation du gluten peut etre realises soit par hydrolyse actde, soit par hydrolyse alcaline, soit par 
2Q hydrolysee 2 i e Par exemple, la demands de brevet US 5.273.773 dscrit I'obtention de produits partjeffement 
hydropses grace a des traitements specifiques de proteines. Ces produits sont interessants pour Amelioration de la 
quaiite des ailments ou comma agent dispersant. 

[0007] L'Lttiiisation des enzymes endogenes de microorganismes tels que des levures a egalement deja ete mise a 
profit pour hydrolyser des proteines telles que celles du soja ou du mail's (demand© internationals de brevet VVO-A- 
91/16447). L'hydrolyse est alors effectuee par ies enzymes responsabtes de I'autoiyse de la levure, enzymes non 
commereiaiisees, ou par ('addition d'enzymes exogenes ou le melange des deux. Le melange hydrolyse est alors utilise 
en alimentation. 

[0008] Le com steep qui, rappslons-ie, est obtenu par evaporation de I'eau de trempe issue de I'amidonnerie de 
ma'fs, est connu pour etre une source d'azote tres interessants dans Ies industries de fermentation. II est utilise dans 
30 la plupartdes productions bioiogiques, d'antibiotiques, de vitarnines, d'acides organiques, d'enzymes li est egaiement 
utilise dans la production de biomasse. 

[0009] La trempe du mat's constitue la premiere etape de i'extraction de i'amidon en amidonnerie humide. Elle con- 
sists a maintenir ie ma t's place dans ies silos pendant un temps donne au sein d'une eau chauds contenant une fa ibis 
quarttite d'anhydride sulfureux, ceci afin de facilitsr fa separation ulterieure proteines-celluiose-amidon, et d'empecher 

35 par ailleurs ia croissance de microorganismes indesirabies. 

[0010] Au cours de cette operation, deux phenomenes essentials prennent place simultanement. D'une part, ies 
m itteres solubles hautement fermentescibles contenues dans ies grains de ma'fs sont transferees dans Ies eaux de 
tiempt- O'aut " ' ' 1 es a de sulfites, de sucres, profit de temperature * » l 

au deveioppement rapide de bacteries, iactiques prtncipalement. 

10 [0011] Les eaux de trempe sont ensuite ooncentrees a environ 50 % de matiere seche dans un evaporateur. pour 
obtemr un sirop dpais appele couramment "corn steep" par I'homme du metier, 

[0012] Le principal interet du corn steep tient a sa compo on particulars i sf 1 et 3 ia transformation 

par ferments n 1 tieres solubles Cette composition contient des facteurs favorables a la croissance 

des microorganismes. et font du com steep une source ideaie de matte res nutritives, notamment dsns les industries 
« de fermentation. 

£0013] En effet, le com steep contient en tant que sources de carbone facilement assimilables des sucres et des 
acides organiques, comme 'sources d'azote • desamino-acides etdes polypeptides etcomme sources d'oligo-elements 
< a ismes de 5 ; agents "tampons" et des mineraux. 

53 represented la matiere de reference dans ce domains, et qui sont utilises egalement en alimentation humaine et 
animals. 

J0015J Pour une utilisation en fermentation, ie corn steep doit etre soumis au prealable a une sterilisation, dont ies 
conditions de temperature etde pH ainsi que ia duree sont choisies afin d'obtenir la destruction des microorganismes 
tempera - lisati t leralement comprise entre 105 et 13ff'C et le pH varie entre 3,0 et 8,0. 
55 [0016] La demande de brevet J P-A-5. 336.954 enseigne que le melange de com steep avec une proteine teiie que 
i'albumine - f e zymatique peut§fre inte't 

des microorganismes " inahia colt. Bacillus subtitis, Laoto, - . ns. Ce milieu 

de culture est au i i qu i m milieu a base de peptone. 
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{0017] De^ ie! l i azo\ ^ egaiement decrits dans le brevet US-A-2.628, 931 ou ie com 

-i t i i - ; f < * e r * n • tit g ttif e 120et122 ; Cavant 

d'etre inocule avec une souehe de Streptotnyces gri&eus. Cette source d'azote est favorable a la production de Strep- 
tomycin*. 

5 [0018] La demands de brevet internationals WO-A-89/06G91 propose tin precede de modification du gluten consis- 
ts nt a trailer du gluten, humide ou sec, avec un effluent provenant d'une operation du precede detraction de I'amidon. 
0€ric r -d-t art de la present; ' a < ' ' 5 tact dans untel effluent pour f lifts 1 r 

Cat effluent ent un i * ermtqite ou nort. pour detruire les microorganism* et inacti r h 

enzymes c tement du gluten est compris entre 10 mn et 2 h. duree qui ne pennet 

*o pas une ) < e e» lymatique du gluten. De ce fait, ie giuten ainsi rnodffi ultiiftantes et de 

moussage arneltorees. proprieties qui ne sont pas du tout recherchees dans les Industrie; i t v i - on et de Pali 
mentation animals. 

£0019] Le precede de trempe du mai's d - Hip- et EP-B-026.125 montre que la fermentation iactique ca- 
racteristique de ce precede est totalement maitrisee et que I bactenesd i rc ire ter 5 e n ce precede, 
une acti ' 1 ue maximale. 

{0020] Parailleurs, E Tsakalldouetai. (J. Dairy Sci., 76 :2145-2151. 1993)et8. Pritchardetal. (FEMS Microbiology 
Reviews 1 2 (199 i '9-2i >8 > ont montre que les bacteries lactiques possedent des systemes proteoiytiques complexes 
localises dans la paroi celiufaire, la membrane cytoplasmique ou a I'interieur de la cellule, que les enzymes faisant 
partie de ces systemes proteoiytiques travaiHent a 48 C a des pH compris enfre 4 et 6. 

Kf [0021] " t tenues dans I'eau de trempe. SventueHement 

renforcee par une protease comiTterciaie, va permettre ia proteoiyse du gluten de ble Cette proteoiyse est facilitee 
par faction soiubiiisante de i'acide iactique (contenu dans i'eau de trempe) sur le gluten de ble. 
{0022] L'invention se rapporte done, en premier lieu a une composition azotee resultant de I'hydrolyse du gluten de 
ble, caracterisee en ce qu'elle presents un rapport des concentrations en phosphor© tnorgamque sur phosphors total 

as (Pi/Pt) superieur ou egal a 0,1 5 et un rapport des concentrations en azote amine sur azote total (Na/Nt) superieur ou 
egai a 0,11. 

[0023] Les concentrations en phosphor© tnorgamque et phosphors total sont mesurees selon desmethodes connues 

et telle? que celies decntes ci-apres. 

{0024] £n ce qui concerne le phosphore inorganique, la methods de reference consists a extraire ie phosphore 
30 mineral ou inorganique par une solution d'acide trichioracetique, a former un complex© phosphomolybdique par reac- 
tion e ntre le phosphore inorganique et du molybdate d'ammonium et a mesurer i'absorbance de ce cornplexe au spec- 
trophotometre a une longueur d'onde de 805 nm. 

{0025] En ce qui concerne le phosphore total, son dosage est realise selon la methods norms ISO 394S, qui rspose 
sur le meme principe que celui applique a fa determination de la concentration en phosphore inorganique, decrit ci- 

35 dessus Une etape \ il si f f rmse en oeuvre, etape qui consiste a detruire les matieres organiques des 
produits a doser de rnaniere a transformer tout le phosphore orgamque en phosphore inorganique (le phosphore total 
est Pone le phosphore organique piusle phosphore inorganique). par mineralisation a i'aide d'un melange sulfonitrique 
et transform * i ' r i ophosphat f , r - f nt a former le complex© molyb- 

dique, puis a mesurer I'absorbance a une longueur d'onde de 825 nm 

io [0026] De preference, ie rapport concentration phosphore inorganique sur concentration en phosphore total (Pi/Pt) 
est compris entre 0.20 et 0,35, et de rnaniere encore plus preferentielle, entre 0,25 et 0,35. 

{0027] Les concentrations en azote amine et azote total sont mesurees selon des methodes connues et teiies que 
celies decntes ci-apres. 

[0028] En ce qui concerne I'azote amine, son dosage est effectue en faisant reagir la fonction amine du produit a 
is doser avec un exces de formaldehyde, pour dormer un acids qui pent etre titre avec une solution de sonde. L'azote 
amine iibre est equivalent (mole a mote) a I'hydroxyde de sodium ufiitse pour le titrage. 

{0029] En ce qui concerne i'azote total, son dosage est realise selon ia methode norms ISO 3188 qui consists en 
une mineralisation du produit a doser par i'acide suifurique en presence d'un catalyseur. puis en une alcalinisation des 
produits dt ictto et en une distillation de ('ammoniac libere recueilli dans une solution d'aoide borique qui est 
53 titre par une solution d'acide suifurique 

{0030] Les taux de proteines totales et de proteines solubles de la composition conforms a la presents invention 

sont respecttvement compris entre 50 et 86 % v »r sec et 40 et 65 % sur sec. 

[0031] On entend par faux de proteines totales, i'azote total multipiie par un facteur 8.25. 

[0032] On entei t bles. i'azote totai multipiie par un facteur 6.25 contenu dans ia fraction 

55 soluble qui correspond au surnageant obtenu apres dispersion de i'echantiiion dans I'eau distiiiee et centrifugation. 
[0033] En outre, la composition azotee conforms a i'mvention se caraeterise notamment par une teneur en leucine 
Iibre superieur© ou egaie a 1 300mg/100g sec et une teneur en alanine iibre superieure ou egaie a 1 100mg/1 OOg sec 
[0034] EnfinJacom on a tee > tele la present© invention comprend de nombreux macro- et microelements 
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msneraux, Elle se ce rede rise par une teneuren cendtes comprise entre 3 et 12 % sur sec et, de preference, comprise 
errtre 4 et 6 % sur sec, Une telle teneur en macro- et microelements mtneraux >1 comb s avec tes tt< 
caracteristiques de la composition selon I'inventton etqui sontdecntes ci-dessus, lui confer© ces 
geuses pour son utilisation en alimentation animale {richesse en te e < vee. teneur en cendres < 6 %.}. 
5 [0035] L 'invention se rapports en second lieu a un procede de fabrication d'une composition azote© resultant de 
I'bydrolyse du gluten de ble par de I'eau de trempe de mat's et qui possede les c - nentionnees ci-dessus. 

[0036] Ce proced ste essert a ger du gluten de ble avec de l'eau de trempe issue de I'ami- 

donnerie de mais. 

[0037] Le gluten de ble utilise est de preference un gluten vert issu u precede i t du gluten par twiviation 
W de la farine de bi le giuten dit "vert' contient egatement une flore lactique naturelle qui est 

une source 1 v p t jue mteres if" ti est egatement une source d 1 i »» cite vegetate qui peut 

§tre mise a profit pour hydrolyser les phytates contenus dans l'eau de trempe. 

[003$] Le precede de ^invention tire parti a la fois de la ffore lactique du gluten vert, de I'effet proteolytique dee 
enzymes des bacteries lactiques presentes dans i'eaude trempe, etde Paction solubitisante de I'acide lactique present 

■?s egatement dans i'eau de trempe. 

[0030] Le precede de fabrication de la composition azotee conforme a ['invention permet ainsi t'obtention d'une 
gamme de compositions que Ton peutdefinircomme descohydrolysatsd'eau de trempe etde gluten de ble. L'hydrolyse 
du gluten de ble est effectuee grace aux enzymes proteolytiques et peptidasjques des ferments lactiques Cette hy- 
droiyse peut encore stre amettoree par t'addition d'une protease exogene commerciale qui va agir en synergie avec 

K' les enzym 1 ft t sues Les phytates de 1'eau de trempe sont hydropses grace a fa phytase 

naturelle du ble, cette derniere n'etant pas denaturee par le procede detraction de gluten utilise. 
[0040] Ainsi. de maniere surprenante et inattendue, la Demanderesse a mis en evidence que si Ton effectue l'hy- 
drolyse du gluten de ble contenant une phytase naturelle en presence d'eau de trempe issue de I'amidonnerie de mais 
et content a 4 f i k j ique du gluten de ble ainsi qu'une hydrolyse specifique 

as de l'eau de tramps s'effectuent. Cette double hydrolyse confer® a ia composition azotee finale des proprietes bien 
particulieres teiles que {'induction de la croissance de differents microorganismes, induction de ta production de cer- 
tains metabolites et ceci, de maniere bien plus avantageuse que le melange gluten sec/corn steep. 
[0041] Le procede selon ('invention comprend les stapes successtves consisfant a metanger de I'eau de trempe 
issue de I'amidonnerie de man's avec du gluten de ble. a laisser agir, sous agitation, les enzymes et I'acide lactique 

30 nature llement presents dans le gluten et I'eau de trempe pendant une duree qui depend des quantitss mises en oeuvre , 
a inacttver les enzymes, puis a concentrer ia composition resultants par evaporation. 

[0042] Les mafieresmises en oeuvre dans le procede de ['invention sont done I'eau de trempe issue de I'amidonnerie 
de ma 'is et le gluten de bie. I'eau de trempe provient, de preference, du dernier sito de trempe du precede decrit dans 
ie brevet FR-B-026. 125. Elle presents une mati i c prise entn , 1 1 3 Brix envit n : etde preference egale 

35 a 10 Brix, On rappeiie que te Brix est une unite de mesure couramment employee dans Industrie amidonniere, et que 
te Brix d'une eau de trempe est Jetert line tres a t psi ture au refractometre. Un Brix d'envtron 1 0 correspond 

pour le produit vise par I'inventton a une matiere seche d'envtron 10 %. 

[0043] L'eau de trempe utilises dans le procede conforme a I'inventton n'a subi sucun trsitement thermique (evapo- 
ration), mecanique ou chimique susceptible de detruire les enzymes proteolytiques qui y sont naturellement presentes. 
io li ne s'agit done pas de com steep, lequel est obtenu par evaporation de l'eau de trempe. 

[0044] Con tie ie gluten de ble mis en oeuvre dans le precede est de preference du gluten de bie 

vert , quoique Ton put < emer tntttie en oeuvre du gluten de ble sec. 

[0045] En fonction des api - « pour la composition azotee de i'invention, il est possible d'effec.tuer 

des melanges dans des proportions eaude trempe.'gtuten de ble comprises entre 1/1 et 1/3. cesrapportsetantexprimes 
*5 sur une base seche. 

£0046] Selon un mode preferential de realisation de ('invention, on ajoute au melange constitue par l'eau de trempe 
et te gluten une enzyi exo; i a ipe constttue par les proteases et les pbytases seule ou en 

melange entre sites 

{ CiT i i 1 enzyme ch if 

53 de ss mise en oeuvre (concentration du substrat, pH, temperature, duree du traitement). Ces quantites sont comprises 
entre 0.25 % et 1 % par rapport & la matiere seche du substrat, ce qui correspond environ a une pfage de 0,05 UA 
(Unite ANSON) a 2 UA pour 100g de matiere seche du substrat. 

[0048] Lest teas i it ii.ables dans le procede ^ i ) 

paries . - |uees par la Soctete BtOCON k (. parla Societe 

55 GIST BROCADES (PROTEASE A), parla Societe ROHM (COROLASE PS), parla Societe GENENCOR (PROTEASE 
B99) ; ou encore par la Societe NOVO (FLAVOURZYME. MEUTRASE). 

[0049] Les proteases commerciaies se presentent sous forme de preparations enzymatiqu.es brutes extra ites de 
t de ce fait des acSvites enzymattques secondaires teiles que phosphatase, cellulase 
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et lipase. Ct « r mes secondatres, et en parttcufisr les phosphatases, pa rticip< s s susement au traitement 
de I'eau cte trempe du maTs. 

[0050] La phytase exogene utilisabte dans !e precede selon ['invention est par exempts celle fabriquee par la Societe 
BASF (NATUPHOS). 

5 [0051] Le melange de gluten, d'eau de trempe et eventuellement de proi - t maintenu entre 4 et 6 

heures a une temperature d'environ 48 C, Le pH nature! du melange, compris entre 5 et5.5, est conserve, Le traitement 
estdepreft « I igitation constants. 

£0052] Lorsque les rapports Pi/Pt et IMa/Nt atteignent les valeurs desirees. les reactions enzymatiques peuvent etre 
stoppe | i eta, on a recourse desmoyensph « ature) et/ou chimiques 

t\.H) Lf | et le m eactionnel a un chauffage a 60-90" C pendant un temps compris entre 10 

et 30 minutes. 

[0053] La composition azotes peut alors etre eoncerttree a 50 % de matters seche par evaporation soft pour etre 
conserves sous forme liquids, sort pour etre atomises ou deshydratee d'une autre maniere approprise. 
£0054] La composition seion ('invention, grace a ses caracteristiques pa rticui teres, presente un inters t certain fors- 
qu'elle est utilises oonwie substrat de la crotssance microbienne da i n 

composition conform© a ['invention est fabriquee a partir d'un melange sau de trempe/giuten dans un rapport 1/1 
(exprime sur une base seche). elle constitue un substrat satisfaisant a la production dans de bonnes conditions de 
levures. de bacteries iactiques, ou d'autres rnicroorganismes. 

[0055] Elle est egalement parficuliarament adaptee a la production de metabolites obtenus par des rnicroorganismes 

so genetiquernent modifies. 

[0056] En outre, elle interesse I'industrie alimentaire, pour ses proprietes nutritionnelles et pour ses proprietes an- 
tiques, et i sable en tant qu'aliment ou en tant qu'exhausteur de gout dans des compo t 
a ('alimentation humaine ou animate. Dans ce cas, la composition conforrne a 1'invention est fabriquee a partir d'un 
melange eau de trernpe/gluten dsns un rapport 1/3 (exprime sur une base seche), 

as [0057] D'autres caracteristiques etavantages de la presente invention apparattront clairement a la lecture des exam- 
ples donnes ci-apres qui viennent illustrer i'invention sans toutefois la iimitsr. 

EXEMPLE 1 

30 [0058] Dans un reacteur de 2 1,11 d'eau de trempe a 10 % de matters seche, issue du dernier silo de trempe du 
precede decrit dsns le brevet FR-B-026.1 25, est melanges avec 1 kg de gluten vert. 0,5 g d'ensyrne du type protease 
actde BIOCON LB59 est egalement ajoute au melange Le pH nature! de 4,5 du melange est conserve, il n'y a pasde 
regulation de pH. Le melange est maintenu pendant 4 heures a 48' C. On constate alors que I'acide laetique present 
dans I'eau ds tremps psrmst une solufoilisation immediate du git* « 1 « /droiyst 

35 [0059] Apres 4 heures de reaction, on chauffe !e melange a une temperature de 70 C afin de neutraliser les enzymes 
etde detruire les bacteries iactiques. Le melange estaiors concentre a 50 % de matters seche et'ou peut etre egalement 
atomise. 

[0080] Seion le rapport e3u de trempe/giuten de ble que Con veut finalement obtenir, les qttantites d< I n [ 
mieres uttltsees peuvent varier de la facon sutvante : 

40 



Composition 


Rapport 


Eau ds trsmpe 


Gluten vert 






(en litre) a 10% MS 


(en kg) a 30% MS 


A 


m 


1 


0,3 


B 


1/1,8 


1 


0.6 


C 


1/3 


1 


1,0 



[0061] 

t e (ene »vi>i un- 5 -juantite I s - om stesp, ds manten 

a MS) {composition D). On sntsnd pargititen prealablement 

hydrolyse un gluten presentant un minimum de solubilite de 50 %. 



Composition 


Rapport 


Eau ds trempe 
{en litre) 4 50% MS 


Gluten sec 
(en kq) 


D 


1/3 


0,2 


0,3 



[0062] Le melange C selon I'invention presente la composition tndtquee ci-apres. La composition du melange D est 
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ega « nent indiquee afin de demontrer I'interetde ('utilisation de I'activite proteolyfique de I'eau de trempe. 





Melange D 


Melange C 


Matieres prateiques 


65-78% 


65 - 72 % 


Sucres reducteurs 


0,5% 


0,1 % 


Fer 


< 100 ppm 


< 100 ppm 


'•a te online en N % 


0,8 a 1 % 


1,3a 2% 


NaMi 


0Ja0,10 


0,11 a 0,20 


C end res 


5a6% 


5 a 6 % 


Pi/Pt 


<0.25 


> 0,25 


N1 


10a 12% 


10 a 12% 



[0063] Lac { t elon I'invention se canactense done par : 

une teneur en a - etieure a 10 

une teneur en cendres inferieure a 6 %, 

un r i c izote amine < te to1 il -> C 11 

une teneur en fer inferieure a 100 ppm, 

une teneur en sucres reducteurs inferieure a 0,1 %, 

- une teneur en phosphor© total superieure a 1 %, 

- une teneur en alanine > 1 1 00 mg/1 00g sec. 

- une teneur en leucine > 1 300 mg/1 OOg sec. 

[0064] Les analyses en aminoacides iibres des compositions C et D sont donnees dans ie tableau suivant : 



mg/1 OOg sec 


Melange O 


Melange C 


A. aspartique 


20 


< 10 


Threonine 


145 


240 


Serine 


165 


375 


A, glutamique 


60 


165 


Proline 


470 


645 


Glycine 


100 


180 


Alanine 


785 


1160 




270 


425 


Cystine 


<10 


< 10 


Methionine 


170 


300 


Isoieucine 


170 


290 


Leucine 


650 


1335 


Tyrosine 


25 


85 


Phenylalanine 


275 


545 


Histidine 


50 


15 


Ornithine 


< 10 


75 


Lysine 


35 


75 


Arginine 


50 


60 



so [0065] Quantaux propriet sphysiq - !e melange C presents ur I iperiei ea70%, 

[0086] Par solubilite. on entend la matter© seche du surnagesnt obtenu apres centnfugation d'un echantiHon dilue 
dans I'eau expnmee en pi la mature seche totals mise en oeuvre. 

EXEMPtE 2 

[0067] Pour pouvoir demontrer faction specrfique de i'eau de trempe sur Ie gluten de ble. quatre essais ont ete 
realises conformement au precede de I'invention : 
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Essai 1 3 litre a 10 Brix), 

Essai 2 Gluten IGOg s< ■ < a i 1 1 trernpe (1 Hire a 10 Brix) + protease 0,5 %/P. prod, sec, 
Essai 3 : Gluten (100g sec/S) + corn steep (05 litre a 20 Brix), 

Essai 4 ; Gluten (100g secfl) + corn steep {0.5 fitre a 20 Brix) + protease 0,5 %/P prod. sec. 

{0068] On travaille a pourcentage de matieres seches egai, Le corn steep 20 Brix est dilue pour obfenir une matiere 
seche de 10%. 

£0069] LeFaitderemplaceri'gaudetrempeparducomsteep quid ► Brix p< i * 1 ffi< ite desenzymes 

proteolytiques de t'es rji esurtes f gluten. Dans I© corn stee s< /mess< s i effet detruites 

au niveau du traite e t e sporation. 

[0070] Les resufe c t n %/sec) sent rassembies dans I© tableau qui suit 



?5 



Essai 


1 


1 


3 


4 


Matiere seche 


53 


53 


53 


48 


N. 8,25 total 


84 


64 


65 


65 


N. 6,25 soluble 


31 


50 


25 


50 


N. S.25/N, 6,25 


0,5 


0,8 


0,4 


0,8 


soluble / total 










N. amine 


1,74 


2,13 


1,55 


1,90 


mm 


0,17 


0,21 


0,15 


0,18 


Cendres 


11 


12,5 


11 


11 


Total A amines fibres 


8,1 


11,5 


7,2 


10 'i 


Nt 


10.24 


10,24 


104 


10,4 


Pi/Pt 


0,2 


0,22 


0,2 


0,22 



{0071 J La solubilite (en % sur sec) des compositions des essais 1 a 4 en fonction du pH a egalement ete mesuree. 
Les resuitats obtenus sortt rassembies ci-apres. 



Essai 


1 


2 


3 


4 


pH 3,0 


50 


85 


40 


85 


pH4.0 


50 


82 


40 


75 


pH 5.0 


58 


82 


47 


80 


pH 6,0 


54 


79 


44 


80 


pH7,0 


54 


77 


44 


80 


pH 8,0 


54 


74 


45 


81 



«? {0072J Les result juesde t ssais mettent en Evidence faction important® des enzymes proteo- 

lytiques presentes dans I'eau de trempe. Si I'on compare i'essai 1 a I'essai 3, on s'apercoit que le rapport: N. 6,25 
1 t ital dtnsi que la solubility aqueuse, augmententde 10 % dans le cas ou de 1'eau de trempe est utilisee 

II y a done une action des enzymes proteolytiques contenues dans S'eau de trempe. 

{0073] Cette difference disparait lorsque Ton ajoute 0,5 %/secd'enzyme (protease) au melange. C'est la comparaison 
if> des essais 2 et A qui ie morrtre. 

£0074] Dans ce cas, ('absence d'enzymes proteolytiques dans ie corn steep est un facteur limitant pour la solubili- 
sation du gluten. Une diminution de la quantite d'enzyme ajoutee provoquerait une baisse de la solubilite du gluten. 
Parcontr* ' ■> iiminuer is quantite d'enzyme ou d'augmentei 3 entral 

en gluten dans le melange tout en gardant une solubilite maximaie du gluten. 

53 

E X E fvl P L E 3 

[0075] Les productions de cephalosporins ontf t notion des compositions 320 tees C et Ode I'exemple 

1. 

55 £0076] La production de cephalosporins a ete effective dans les conditions suivanfes. Le microorganisme utilise a 
eteleCe'pft emo/iwmAT' 11 50 regenere surgelose C6A dent la con position est la suivante (extrait 

autolytique de levure 5 gfi. Glucose 20 gfi. Chloramphenicol 0,1 g/i. Agar agar 1 5 g/l). 

{0077] Le- - - e| lies a i'aide du Cephalosporin provenant d'un milieu de preculture de 
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120 h. Ce milieu de precuiture est eonstitue de 100 mi de bouillon COA qui est infroduit dsns un erlen de 500 ml a 2 
i i t a - - ttetfun de g CQfi - Oepl mam a pouss6 penda 

7 jours. 

JO078] Leseriensde production coritenant 75 mi de mifieu de product ► nencesave 2 ml de precuiture 

5 etsont agites a 120 tr/mn pendant 120 h a 30 C. Les milieux de production conferment: 

50 g/1 de glucose 
2.5 g/1 de KH 2 P0 4 
5 g/1 de CaCQ s 
J 5 6 g/1 d'huile de soja 

3.3 g/1 d'equiva lent azote du prod u it teste 

[0079] Le [ t reposition D et une solutioi < e e de coton commercia* 

Usee par TRADERS PROTEIN sous I'appellation PHARMAM£D!A S . correspondent a un equivalent azote de 2,8 g/t. 
?s [0080] Apres 1 20 h et ceci afin d'evaluer la production de cephalosporin© , 5 mi de chaque erlen de production sont 
preleves et centrifuges pendant 15 mn. 65 isi de surnageant d'une dilution d'antibiotique sont places sur des disques 
de cellulose eux memes places a la surface d'une botte de Petri sur taquelle la souche test sensible a la cephalosporine 
a ete etalee. a savour Staphylococcus aureus ATCC 6538. 

{0081 J Apres 24 h a 30 C, le diametre d'inhibition de croissance du Staphylococcus est mesure. A partir des resultats 
so de la gemt » e ce| iosporine C, on peut tracer le graptuque zone d'inhibition en fonotton de ia concentration en 
cephalosporine C. Ainsi, les differents echantittons testes ont donne les resultats suivants : 



Composition D 


7,85 mg/1 0 ml 


Composition C 


11. C 


mg/1 Q ml 


Pharmamedia R 


5.€ 


mg/1 0 ml 



[0082] La composition C sefon ('invention est la meilleure pamti ceiles testees. 

[0083] L'influence des compositions C et D obtenues dans 1'exempie 1 a ete teste© sur ia production de penicillins 
seton le protoeole decrit ci-apres. Une suspension de spores d'une souche P 2 (provensnt du laboratoire PAN LABS) 
est utilises' comma inoculum, 

[0084] Les flacons de prec.ulti.ire de 500 ml de volume utile et contenant le milieu suivant ajuste a pH 5 : 3 % de 
glucose, 1 % de lactose, 0,26 % d'equivatent. azote du produit a tester, 0,2 % de (NH. ; ) 2 SO,,, 0,5 % de CaC 3 0, 0,05 
% de KHoPC^, 1 %dePharmamedia p . 1 % d'e* trait de levures, sont culf.ives -sur table 3 ecous sa ' . mn pendant 
45 h a 25 C. 

[0085] 2 ml de ce milieu sont introduits dans le milieu de production, repartis a rsison de 35 ml dans des flacons de 
500 ml a deux chicanes. La composition du milieu est la suivante : 12 % de lactose. 1 % de (NH 4 ) 2 SO,., 1 % CaC0 3 , 
0,05 % de KH 3 P0 4 , 0,5 % de K 2 SO,, 0,23 % d'equivatent azote du produita tester, 1 % d'huile de soja, pH 8,6 a 25'C 
pendant 6 jour'- agitation de 220 tr/mn 

[0086] Apres 6 jours, on centrifuge pendant le temps necessaire a i'obtention d'un surnageant iimpide qui content 
la penicillins produite. 

[0087] r - d v atd sont imbibes de 55 ftl des surnageantset deposes dans des bortesde Petri contenant 
un miliei i gel pi a preal ablement ensemence avec la souche de Sarcine kites ATCC 8341 sensible a la 

penicilline, 

[0088] On mesure a tors le diametre des zones d'inhibition de croissance observees dans les deux cas apres incu- 
bation pendant 24 h a 30 'C. A partir des resultats de la gamine etafon donnant la concentration en penicilline en 
fonction du diametre d'inhibition, les resultats obtenus ont ete les suivants , 



Composition D 


7,p 


Composition C 


10,95 


Pharmamedia R 


6,§8 



La composition C selon I'invention est la rneitteure parmi ceiies testees. 
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EXEMPLE5 

[0089] L'infkience des eompo Sons -> f obtenues dans I'exempie 1 a ete testae sur la production de tetracycline. 

{0090] La souche utilises est Is Streptomyces aumofaci&ns DSM 401 27. 
5 [0091] A partir de bottes de Petri contestant le milieu suivant : 20 g/l arnidon 5g/ldebi g/l d'extraits de 

ievure, 10 g/l de glucose, 1? g/l agar, 1 g/i carbonate de calcium, sur lequei la souche de production a sporule, on 
p« ' i n atfant la surface du milieu sur 1 em?, 

£0092] il est slors possible d'inocuier le milieu de production suivant : 35 g/l de maitodextrine, 4 g/l d'huile de soja, 

6 g/i de CaC0 3 , i g/l de MgSO..< et 1 g/l de KH ? P0 4 et 0.83 g/i d'equivalent azote J I t tt ster 

*0 [0093] Apres 120 h de culture a 30 C sous agitation a 220 tr/mn, d'erlens de 500 mi contenant 500 ml de milieu. 

on centrifuge de fegon a obteror un surnagesnt limpide. < > i astille de cellulose, eiie 

mesne placee a la surface d'une boTte de Petri contenant !e mill u sur l« tuel s et stale urt inoculum < i 

souche sensible a la tetracycline. 

£0094] On mesure alors le dia metre des zones d'inhibition de croissance observee apres incubation pendant 24 h 
■ ; s a 30 C. A parti r de esultats » m s etaton donnant la concentration en tetracy n f .i n du diametre 

d'inhibition, les resu! r i - ausuivantmontrentl'interetda la composition C selon 1'invention dans cette applica- 
tion. 





Composition D 


3,1 mg/10 ml 


so 


Composition C 


3,5mg/10mi 




Pharmaroedia* 


2,2 mg/10 ml 



EXEMPLE 6 



{0095] Les trois etudes decrites ci-apres consistent a suivre ^augmentation du nombre de cellules en fonction du 
temps dans un milieu de culture contenant les compositions azotees C, O de I'exempie 1 et des extraite de Ievure. 
[0096] La premiere etude concerns la Ievure Seccharomyces cerevisim. 

[0097] On prepare des milieux de culture par addition dansde I'eau demineralisee de glucose a raison de 10 g/l et 
0,1 g/l d'equivalent azote des differentes compositions nutritives. 

{0098] On ensemence alors 1G0 ml de chacun de ces milieux avec 0,1 % en volume d'une preculture de la souche. 
L 'incubation est reaiisee a 30 ; 'C sous une agitation de 280 tr/mn pendant 24 h. Les numerations sont effectuees aux 
temps 0, 8, 24 h sur milieu OGA (Oxytetracycline - Glucose - Agar). Les resultats obtenus sont (-assembles dsns le 
tableau ci-apres. 



CFU/ml 


0 h 


8 h 


24 h 


Composition D 
Composition C 
Extrait de Ievure 


4,2.10- 
1.7.10 3 
3.1.103 


1 910 s 
1 1 10 s 


4,1.108 
8.9.10 s 
3.9. 10 8 



[0099] L ■ portante avec la composition C selon | , -lie obtenue 

»:ttait ( i - i i ition D 
{0100] econde etude a fete realises avec la ^.i 1 ^ "us dans des snditions denttq ;s a c* 

viennent d'etre decrites. Les milieux de culture sontprt 3 iddition de glucose (10 g/l) J< .-I (MgS0 4 , KH 2 PO 

< e t ttions nutritives C et D ainsi que de j i 3zoteG,1g/ 

I Lesconditii i ntetd'incut i identities a celles decrites precedemment Les numerations 

ont e r t-x tuees aux temps 0. 8 et 24 h sur milieu gelose trypticase soja. Les resultats donnes ci-apres confirment les 
conclusions | t i it if-- savoir I'interet des compositions azotees selon 1'invention comme substrat de fermentation. 



3D 



CFU/ml 


Oh 


3li 


24 h 


Composition O 
Composition C 
Extrait de Ievure 


3 3.10 2 
3.3 10"' 
2,9.102 


2,3.10 s 
5,9.10 s 
3,1.10= 


1,8,10 7 
4,9. 1G ? 
3.2, 10 7 



£0101] La troisieme etude a ete reaiisee avec ja souche Lactobacillus piant&rum. 

[0102] On prepare des milieux de culture par addition dans de I'eau demineralisee de glucose a raison de 1 0 g/l et 
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de la composition azotee C et D de i'exemple 1 ainsi que des extraits de levure d'equivalent azote 0,1 gfl. L'inoubation 
est realise© a -15 C sous (egere agitation pendant 24 h. Les numerations sont effectives, aux temps 0, 8 et 24 h sur 
milieu MRS {MAN. ROGOSA, SHARP). 



CFU/mf 


Oh 


8h 


24 h 


Composition D 
Composition C 
Extrait de levure 


3.3. 10? 
3 3.1Q 2 
2.9.102 


2,3.10 s 
5,9.10= 
3,1.10 s 


4,9, 1G : ' 
3 : 2.10 7 
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£0103] Les resultats obtenus montrent I'interet de la composition C conforrne a I'invention. 
EXEMPLE7 

J5 J0104J Le melange de i'exemple 1 pent egslement etre utilise en alimentation animale. En effet, etsnt donne sa 
composition, on peut I'utiiiser comme lactorempiaeeur dans I'aMmentation des veaux. Les taux de fer pour le ratio 1/3 
(sur base seche) sont, pour trots . iferjeurs a 50 ppm. 

[0105] Quand on compare les compositions C et D, on voit I'interet nutrttiortnei de la composition C. Dans cette 
composition C, conforrne a i'invention, le phosphore et les actdes amines &0 nt en t lit > • > le ponibilite 

SO 

EXEMPLE8 

{0106] On realise des essais de production de Penicillin© avec differents hydrolysats proteiques comme source 
d'azote dans les milieux de culture. Get exempie a pour but de comparer la production de Penicillin© obtenue avec la 
as souche P 2 (Pinkfflum chrysoganum) dans un milieu a base d'une composition selon ['invention, a celle obtenue par 
cette mem© souche mais dans des milieux modifies oil I'on a remplace la composition selon I'invention par d'autres 
hydrolysats de ble, pomme de terre et mais. On travaille a concentration constants en azote total. Les sources d'azote 
testees ont ete les suivantes : 

30 - com steep, 

com steep hydrolyse, 

- A!burex R N 

Hydrolysat Alburex* N (Aiburex R hydrolyse), 
Giuten desamide (soluble), 
35 - Composition selon i'invention. 

- Pharmamedia R , 

{0107] Les resuitats, exprtmes en mm (diametre de la zone d'inrtibition). sont rassembles dans le tableau ci-apres ; 

■S) - corn steep 20 

corn steep hydrolyse 19 

- Alburex R N 12 

Alburex R hydrolyse (Alburex ;? H) 18 

- Giuten desamide 20 

« - Composition selon I'invention 28 
Pharmamedia R 18 

[0108] Ces resultats sont represents sur la figure 1 , 

[0109] Des sept 3tee selon I'invention que I'on obtient la 

ss plus grande zone d'inhibition. 



Revindications 

tt 1 Compo ion azote e&oltent n, > i gluten de bfe par de i'eau de trempe issue de i'amidonnerie de 
mais, caracterSsee en ce qu'elle presents un rapport des concentrations en phosphors inorganique sur phosphore 
totaifPi/PQsup^rieurouegalaOJSettirtrapportdesconceritratii enazot - azot a! (Na/Nt) supe 
rieur ou egal a 0,11 . 
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2. Compo i izotee seion d tion 1, caractsrisee en ce qu'elle prasente un taux de proteines totaies 
compris © itre ' >el - et un taux de proteines solubles c v b - 8! bsursec. 

3. Coi' . oo 2, caracterlsee en ce qu'ette presents una teneur en alanine 
5 fibre superieure ou egale a 1100mg/10Qg sec et una teneur en leucine libre superieure ou egale a 1300mg/100g 

sec. 

4. Composition azotee seion f'une quelconque des revendications 1 a 3, caracterisee en ce qu'ette present© une 
teneur s r i 3 et 12 % sursec, de preference co\r- -< sursec 

10 

5. Precede de fabri e t m- 1 a 4. caracterise 
en ce qu'on melange du gluten de ble avec. de j'eau de trenrspe issue de I'amidonnerie de mais.. 

6. Procede seion is revendication 5, caracterise en ce qu'i! comprend les etapes suecessives consistent a : 

fS 

melanger de I'eau de trempe issue de famicfonnerie de rna'fs avec du gluten de ble, 

laisser agir. sous agitation, les enzymes et I'acide lactique naturellement presents dans le gluten de bte et 
I'eau de trempe. 
inactiver ies enzymes, 
<° ~ concentrer fa composition resultants par evaporation. 

7. Procede seion i'une des revendications 5 et 8, caracterise en ce qu'on melange I'eau de trempe avec ie gluten 
de ble dans une proportion eau de trernpe/gluten de ble comprise entre 1/1 et 1/3. sur base seche. 

as 8. Precede seion i'une quelconque des revendications 5 a 7, caracterise en ce qu'on ajoute, au melange, une 
enzyme exogene choisie dans le groups canstitue par les proteases et les phytases seules ou en melange entre 
eiies. 

9. Procede seion I'une quelconque des revendications 5 a 8, caracterise en ce que le gluten de ble est du gluten vert. 

10. Procede seion i'une quelconque des revendications 5 a 9, caracterise en ce que la composition est concentree 
jusqu'a une matiere seche superieure ou egale a SO %. 

11. Procede seion i'une quelconque des revendications 5 a 10. caracterise en ce que la composition est atomises. 

35 

12. Utilisation d'une composition azotee seion i'une quelconque des revendications 1 a 4 comme milieu de culture de 
microorganismes. 

13. Utilisation d'une composition azotee seion I'une quelconque des revendications 1 a 4 en tsnt qu'atimentou additif 
*3 aiimentaire dans des cot [ . is cfc&tinees aux humaws 

14. Utilisata - te« eton I'une quelconque des revendications 1 a 4 en tent qu'alimentou addM 
aliment-. n >ns destinees aux animaux. 

45 

PatentansprOche 

1. Stickstt uten mit Hitfe von aus der Maisstarkege- 
winnung sfammendem Quellwasser erhalten wird, dadurch gekennzeichnet, dass sie ein Verhaltnts der Kon- 

53 zentrationen von anorganischem Phosphor zu Gesamtphosphor (Pi/Pt) von mehr als oder gleich 0,15 und ein 

Verhattnis > z ntrationen von Aminostickstoff und Gesarotetickstoff (Na/Nt) von mehr als oder gleich 0,11 
aufweist. 

2. Stick off! ge nmensetzung h An h 1 . dadurch gekennzeichnet, dass sie einen Gesamtprotein- 
5*j gehaft2wtschen 50 und 85% trocken und einen Ge halt an iosliehen Proteinen zwischen 40 und 65% tfoekert besitzt 

3. Stickstoffhaitige Zusammensetzung nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass sie einen Gehait 
an freiem Alanin von mehr als oder gleich 1 1 Q0mg/100g trocken und einen Gehait an freiem Leucin von mehr als 
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oder gieicb 1300 mg/10Qg trocken besitzt. 

4. Stiekstoffhaltige Zusammensetzung nach einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch gskennzelchnet, dass sie einen 
Gebalt an A a-.-.- : «schen 3 und 12% trocken. vorzugsweise zwischen 4 und 6% trocken, besitzt 

5. Verfahren zur Hersteiiung einer stickstoffhaitigen Zusammensetzung nach einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch 
gekennzeichnet, dass man Weizengluten mit von c - 

6. Verfahren nai h Ansprueh 5. dadurch gekennzeichnet, dass esdie folgenden Schritte umfasst: 

das von cfer Maisstarkegewinnung stammende Quetlwasser mit Weizengluten mischen, 

- die Enzyme und die Miichsaure, die trn Wfeizengluten naturlich vorhanden sind unter ROhren v/irkan lassen, 

- die Enzyme inaktivieren, 

die erhaltene Zusammensetzung durch Abdampfen konzentrieren. 

?. Verfahren nach emern der Anspruche 5 und 6, dadurch gekennzeichnet, dass man das Quellwasser mit Wei- 
zengiuten in einem Verhaltnis von QuellwasserMfeizengluten zwischen 1/1 und 1/3 auf trockener Basis mischt. 

8. Verfahren nach einem der Anspruche 5 bts 7, dadurch gekennzeichnet dass man der Mischung ein exogenes 
Enzym zusetzt, das aus der Gruppe ausgewahlt ist die a us den Proteasen und den Phytasen allein oder in Mi- 
schung miteinander besteht. 

9. Verfahren nach einem der Anspruche 5 bis 8. dadurch gekennzeichnet, dass das Weizengluten grimes Gluten ist. 

10. Verfahren nach einem der Anspruche 5 bis 9, dadurch gekennzeichnet, dass die Zusammensetzung bis zu 
einem Trockenmassegahalt von mehr als oder gieich 50% konzenfriert vvird 

11. Verfahren nach einem der Anspruche 5 bis 10. dadurch gekennzeichnet, dass die Zusammensetzung spriihge- 
trocknet wird, 

12. Verwendung einer stickstoffhaitigen Zusammensetzung nach einem der Anspruche 1 bis 4 als Kuiturmediurn fur 
Mikroorganismen, 

13. Verwendung einer stickstoffhaitigen Zusammensetzung nach einem der Anspruche 1 bis A ais Nahrungsmittel 
oder Nahrungsmitteizusatz in fur Menschen bestirnmten Zusanimensetzungen. 

14. Verwendung einer stickstoffhaitigen Zusammensetzung nach einem der Anspruche 1 bis 4 ais Nahrungsmittel 

• ngen 



Ctaims 

1. Nitrogenous com) t - i mg from the hydrolysis of wheat gluten by steepwater obtained from the maize 
starch industry, characterized in that it exhibits a ratio of inorganic phosphorus to total phosphorus (Pi/Pt) con- 
centrations greater than or equal to 0.15 and a ratio of amino nitrogen to total nitrogen (Na/Nt) concentrations 
greater than or equal to 0 11, 

2. Nitrogenous composition according to Claim 1 , characterized in that it exhibits a total protein level of between 
50 and 85% on a dry basis and a soluble protein level of between 40 and 65% on a dry basis. 

3. Nitrou i to Claim 1 or2, characterized in that it exhibits a free alanine content . ■■ 
than or equal to 1100 mg/100g on a dry basis and a free leucine content greater than or equal to 1300 mg/100 g 
on a dry basis. 

4. Nitrogenous composition according to any one of Claims 1 to 3, characterized in that it exhibits an ash content 
of between 3 and 1 2% on a dry basis preft ably of between 4 and 6% on a dry basis. 

5. Process for the manufacture of a nitrogenous composition according to any one of Claims 1 to 4, characterized 
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in that v h< i - i t a r obtained from the maize starch industry. 

S. Process according to Claim 5, characterized in that St comprises the succe s tep onsisttng in: 
mixing steepwater obtained from the maize starch industry with wheat gluten, 

allowing the enzymes and the lactic acid, which are naturally present in the wheat gluten, and the steepwater 
to act, with stirring, 
inactivating the enzymes, 

concent; * 1 ition by evaporation 

7. Process according to either of Claims 6 and 6. characterized in that the steepwater is mixed with the wheat gluten 
in a steepwater/wheat gluten proportion of between 1/1 and 1/3, on a dry basis. 

S. Process according to any one of Claims 5 to 7. characterized in that an exogenous enzyme, chosen from the 
group con si f t - > ' ta&e ilone or in a mixture with each other, is added to the mixture. 

Process according to any one of Claims 5 to 8. characterized in that the wheat gluten is green gluten. 

10. Process according to any one of Claims 5 to 9, characterized in that the composition is concentrated to a dry 
matter greater than or equal to 50%. 

11. Protes- cordu >ne of Cla IC characterized in thattu^ i , „ hot spray-dned 

12. Use of a nitr . so npcstfcon according to any one of Claims 1 to 4, as microorganism culture medium. 

13. Use of a nitrogenous composition according to any one of Claims 1 to 4, as food or food additive in compositions 
intended for humans. 

14. Use of a nitrogenous composition according to any one of Claims 1 to 4, as food or food additive in compositions 
intended for animals. 



13 



EP0 852 910 B1 




14 



